CD7分子主要表达于T细胞表面，亦可见于早期造血细胞。在急性髓系白血病（AML）患者中，其阳性表达率为21%\~30%[@b1]--[@b2]，而其表达的预后意义在报道中不尽一致[@b3]--[@b5]，需进一步在亚组分析评估。

CCAAT/增强子结合蛋白α（CCAAT/enhancer-binding protein alpha, CEBPA）基因定位于染色体19q13.1，其编码的蛋白是维持造血系统粒系分化的重要转录因子[@b6]。CEBPA突变在AML中的发生率为7%\~11%，伴CEBPA突变的AML患者有更高的缓解率及更长的生存期，提示预后良好[@b7]--[@b9]。有研究显示伴CEBPA双位点突变、单位点突变或野生型的AML患者8年的总生存（OS）率分别为54%、31%和34%[@b9]。2016年WHO的AML分类指南中已明确指出CEBPA双位点突变是良好预后指标[@b10]。在CEBPA突变的AML患者中伴CD7表达（CD7^+^）的比例明显高于野生型组[@b11]--[@b13]。CD7^+^在CEBPA突变型和野生型AML中的预后意义是否存在差异尚不清楚。本研究中我们回顾性分析我院298例初发AML患者（除外M~3~亚型），评价CD7^+^与CEBPA突变的相关性，并进一步分析CD7^+^在CEBPA野生型和突变型AML患者中的预后价值，为更好地对AML患者进行危险分层并指导临床治疗提供依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2010年1月至2016年12月本院收治的298例初治AML（M~3~除外）患者为研究对象，所有患者经骨髓细胞形态学、细胞遗传学、免疫表型及分子生物学检查确诊为AML，完成1\~2个疗程诱导化疗并进行疗效评估。其中男170例，女128例，中位年龄50（14\~83）岁。FAB分型：M~0~ 29例（9.7%），M~1~ 23例（7.7%），M~2~ 142例（47.7%），M~4~ 17例（5.7%），M~5~ 82例（27.5%），M~6~ 5例（1.7%）。

2．流式细胞术及基因检测方法：均由本院血液病研究所完成。治疗前取骨髓液，肝素抗凝，分离单个核细胞。采用单克隆抗体直接免疫荧光标记法和流式细胞术进行标记和检测，以细胞表面抗原阳性率≥20%为阳性标准。另抽提DNA后，进行PCR扩增，RT-PCR检测NPM1、FLT3-ITD、CEBPA突变方法及结果分析参考文献[@b14]--[@b15]。CEBPA基因的突变须排除已知的单核苷酸多态性（SNP），特别是非常常见的p.Hisl95-Pro196dup[@b16]--[@b17]。将一个纯合突变或两个不同的非同义突变定义为双突变。

3．治疗：在对患者病情评估后主要采用标准化疗，即蒽环类药物联合阿糖胞苷方案，蒽环类药物包括去甲氧柔红霉素（IDA，8\~10 mg/m^2^，第1\~3天）、米托蒽醌（MIT，8 mg/m^2^，第1\~3天）、阿柔比星（Acla，20 mg/d，第1\~5天），阿糖胞苷（Ara-C）100 mg/m^2^，第1\~7天；老年合并基础疾病的患者主要采用减低剂量化疗，即减低剂量的Ara-C为基础的化疗方案联合地西他滨，或者单用地西他滨。1\~2个疗程诱导化疗未获得完全缓解（CR）则更换二线方案。诱导缓解后采用中大剂量Ara-C为主的巩固治疗，并予腰椎穿刺及鞘内注射甲氨蝶呤或Ara-C、地塞米松预防中枢神经系统白血病。有条件的患者行造血干细胞移植。

4．疗效判定：参照文献[@b18]分为CR、部分缓解（PR）、未缓解及复发。OS时间定义为从患者疾病确诊到死亡（包含任何原因死亡）、失访或随访截止的时间。无病生存（DFS）时间定义为从获得CR到白血病复发、死亡（包含任何原因死亡）、失访或随访截止的时间。

5．随访：所有病例随访截至2017年8月31日，其中失访56例，失访病例以末次就诊或随访日期为审视截点，采用查阅住院病历或电话联系方式随访。存活患者的中位随访时间为31（2\~82）个月。

6．统计学处理：应用SPSS 19.0软件进行统计学分析。计量资料以均数±标准差表示，计量资料两组比较应用独立样本*t*检验或Mann-Whitney非参数检验；计数资料比较应用卡方检验或Fisher精确概率法；生存分析应用Kaplan-Meier方法，不同组别之间的差异比较应用Log-rank检验。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床特征：298例AML患者中，CD7^+^组109例（男60例，女49例），CD7^−^组189例（男110例，女79例）。与CD7^−^组相比较，CD7^+^组患者相对年轻（*P*=0.017）、初发时血小板计数低（*P*=0.020）。两组患者的性别、白细胞计数、血红蛋白水平、白蛋白水平、球蛋白水平、乳酸脱氢酶水平、肌酐水平、骨髓原始细胞比例、细胞遗传学危险分层以及治疗方案差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。根据FAB分型，CD7^+^组和CD7^−^组均以M~2~和M~5~最为常见，且在CD7^+^组中超过半数患者为M~2~（占60.6%）。在CD7^+^组中，CEBPA单位点和双位点突变的发生率分别为10.1%和33.9%，显著高于CD7^−^组（5.3%和4.2%），其差异具有统计学意义（*P*=0.000）。患者一般临床特征详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 298例初治急性髓系白血病患者的临床特征

  临床特征                             CD7^−^组（189例）    CD7^+^组（109例）    统计量（*t*/*χ*^2^/Z）   *P*值   
  ------------------------------------ -------------------- -------------------- ------------------------ ------- ---
  性别（例，男/女）                    110/79               60/49                0.281                    0.596   
  年龄［岁，*M*（范围）］              50（18～83）         46（14～77）         −2.384                   0.017   
  FAB分型［例（%）］                                                             23.686                   0.000   
                                       M~0~                 19（10.1）           10（9.2）                         
                                       M~1~                 11（5.8）            12（11.0）                        
                                       M~2~                 76（40.2）           66（60.6）                        
                                       M~4~                 11（5.8）            6（5.5）                          
                                       M~5~                 69（36.5）           13（11.9）                        
                                       M~6~                 3（1.6）             2（1.8）                          
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］         12.5（0.7～241.0）   11.0（0.6～357.0）   −0.016                   0.987   
  HGB［g/L，*M*（范围）］              82（40～160）        94（41～150）        −1.912                   0.056   
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］         53（4～361）         40（4～722）         −2.322                   0.020   
  白蛋白［g/L，*M*（范围）］           39.4（25.3～59.3）   40.8（26.9～57.7）   −1.899                   0.058   
  球蛋白［g/L，*M*（范围）］           24.9（12.5～47.2）   24.6（14.5～44.0）   −0.370                   0.711   
  肌酐［µmol/L，*M*（范围）］          61（23～355）        60（21～173）        −1.293                   0.196   
  乳酸脱氢酶［U/L，*M*（范围）］       405.5（27～5 332）   315（94～5 526）     −1.455                   0.146   
  骨髓原始细胞比例［%，*M*（范围）］   64.0（18.0～96.0）   64.9（18.0～97.6）   −0.810                   0.418   
  细胞遗传学危险分层［例（%）］                                                  5.249                    0.154   
                                       预后良好             14（7.4）            2（1.8）                          
                                       预后中等             123（65.1）          71（65.1）                        
                                       预后不良             15（7.9）            13（11.9）                        
                                       未做或未显带         37（19.6）           23（21.1）                        
  诱导治疗［例（%）］                                                            0.027                    0.869   
                                       标准治疗             167（88.4）          97（89.0）                        
                                       减剂量治疗           22（11.6）           12（11.0）                        
  CEBPA突变［例（%）］                                                           47.757                   0.000   
                                       野生型               171（90.5）          61（56.0）                        
                                       单位点突变           10（5.3）            11（10.1）                        
                                       双位点突变           8（4.2）             37（33.9）                        

2．疗效及预后：298例患者在经过1\~2个疗程诱导化疗后有246例（82.6%）患者获得CR。其中115例（46.7%）患者在后续巩固维持治疗过程中出现复发。CD7^+^组和CD7^−^组的CR率分别为78.9%（86/109）和84.7%（160/189），差异无统计学意义（*χ*^2^=1.591，*P*=0.207）；两组的复发率分别为43.0%（37/86）和48.8%（78/160），差异亦无统计学意义（*χ*^2^=0.737，*P*=0.391）。CD7^−^组患者中位OS时间为27个月，中位DFS时间为13个月，3年OS率和DFS率分别为48.0%和37.4%；CD7^+^组的中位OS时间未达到，中位DFS时间为42个月，3年OS率和DFS率分别为54.0%和50.5%。两组患者的OS率差异无统计学意义（*P*=0.263）；但CD7^+^组的DFS时间明显长于CD7^−^组，差异具有统计学意义（*P*=0.025）（[图1](#F1){ref-type="fig"}）。

![CD7^+^和CD7^−^组急性髓系白血病患者总生存（A）和无病生存（B）曲线比较](cjh-41-02-100-g001){#F1}

在CEBPA野生型患者中，与CD7^−^组相比，CD7^+^组患者的CR率低（62.3%和83.6%，*χ*^2^=11.928，*P*=0.001）、复发率高（71.1%和50.3%，*χ*^2^=5.193，*P*=0.023）；CD7^+^组中位OS和DFS时间分别为19个月和11个月，略低于CD7^−^组的27个月和13个月，但差异无统计学意义（*P*\>0.05）。在CEBPA突变患者中，CD7^−^组与CD7^+^组的CR率分别为94.4%和100%，复发率分别为41.2%和23.8%，两组间的CR率和复发率差异均无统计学意义（*P*\>0.05）。CD7^−^组的中位OS和DFS时间分别为29个月和16个月，而CD7^+^组的中位OS和DFS时间均未达到，生存曲线分析显示CD7^+^组的OS及DFS均优于CD7^−^组（*P*=0.019和*P*=0.010）（[图2](#F2){ref-type="fig"}）。

![CEBPA野生型和突变患者中CD7^−^组和CD7^+^组生存曲线比较\
A、B分别为CEBPA野生型患者中两组总生存和无病生存曲线比较；C、D分别为CEBPA突变型患者中两组总生存和无病生存曲线比较](cjh-41-02-100-g002){#F2}

3．根据CD7表达情况和CEBPA突变与否对AML患者建立新的危险分层系统：CD7^−^组无论是否伴有CEBPA突变，其OS和DFS的差异均无统计学意义（*P*=0.473和*P*=0.500）。根据CD7表达情况和CEBPA突变与否初步将AML患者进行危险分层，分为三个亚组：低危组为CD7^+^伴CEBPA突变组（包括双位点和单位点突变），中危组为CD7^−^组，高危组为CD7^+^伴CEBPA野生型组。以上三组患者分别占总AML的16.1%、63.4%和20.5%；3年的OS率分别为84.6%、48.0%和26.8%（*P*\<0.001），3年的DFS率分别为74.1%、37.4%和22.2%（*P*\<0.001）（[图3](#F3){ref-type="fig"}）。

![三个预后亚组的总生存（A）和无病生存（B）曲线比较](cjh-41-02-100-g003){#F3}

讨论 {#s3}
====

CD7抗原是一种在AML中较为常见的T细胞相关抗原，在健康人的胸腺细胞、T细胞和自然杀伤细胞以及淋巴细胞和骨髓细胞的祖细胞上表达[@b19]，而在AML中CD7阳性表达患者占21%\~30%[@b20]。我们的资料显示在AML患者中伴CD7^+^的比例为36.6%，略高于相关文献报道。目前关于CD7^+^是否提示AML不良预后仍存在争议，Ogata等[@b21]研究发现CD7^+^对不同细胞遗传学状况下AML患者的预后影响存在差异，根据2017 ELN细胞遗传学危险分层，在低危组和中危组的AML患者中CD7^+^不具有预后不良价值，而高危组的CD7^+^患者预后极差，并且随危险度增加CD7^+^的比例也逐渐升高。另外，AML伴CD7^+^患者预后较差可能与该类患者本身伴有侵袭性分子临床学特征或者对标准治疗耐药相关[@b13]，需进一步探讨。我们的研究资料显示：与CD7^−^组患者相比，CD7^+^组患者相对年轻（*P*=0.017），初发时血小板计数较低（*P*=0.020），与相关报道基本相似。本研究发现两组间OS差异无统计学意义，但CD7^+^组较CD7^−^组患者DFS时间更长（*P*=0.025），提示CD7阳性可能对AML预后存在积极意义。

CEBPA基因在造血系统早期分化时促进造血干细胞/祖细胞向粒细胞分化，抑制细胞增殖。2016年WHO的AML分类指南中已明确指出CEBPA双位点突变是良好预后指标[@b10]。近年来的研究表明，野生型CEBPA与CD7表达水平呈负相关。我们的研究也显示了在CEBPA单位点和双位点突变组AML患者中CD7^+^比例显著高于CEBPA野生型组（*P*=0.000）。Röhrs等[@b13]研究发现在CD7^+^细胞中CEBPA过表达不能抑制CD7表达，而在CD7^−^细胞中敲除CEBPA基因亦不能诱导CD7阳性表达；故野生型CEBPA并非CD7表达的直接负调控因子。同时他们也发现在CD7^−^AML细胞中去甲基化药物阿扎胞苷可诱导CD7阳性表达，在CD7^−^细胞株细胞中CD7内含子1的CpGs呈现甲基化，而在CD7^+^细胞株细胞中则表现为去甲基化，因此可以推测CD7表达受到甲基化调控。但在AML初发患者中CD7表达是否受甲基化调控，以及CEBPA与CD7阳性表达呈负相关的原因，两者之间是否存在相互调控关系仍需进一步研究探讨。

本研究初步发现CD7^+^在CEBPA突变组和野生型AML中存在不同预后意义。有趣的是，在野生型组AML中CD7^+^患者较CD7^−^患者CR率低、复发率高，但OS和DFS的差异无统计学意义；而在CEBPA突变型AML中两组的CR率和复发率差异无统计学意义，但CD7^+^患者显示出更长的OS及DFS时间。野生型组AML中CD7^+^与不良预后相关，而CEBPA突变组AML中CD7^+^则提示预后良好，说明在不同细胞遗传学背景下CD7^+^具有不同的预后价值。

免疫分型在细胞遗传学的基础上可以对初发AML患者尤其是核型正常的亚型进行更精确的危险分层，以期更好地指导临床治疗，改善患者的预后。我们根据CD7表达情况和CEBPA突变与否将AML患者分为三个危险亚组：CD7^+^伴CEBPA突变组（包括双位点和单位点突变）、CD7^−^组和CD7^+^伴CEBPA野生型组，三组患者的3年OS率分别为80.2%、48.0%和30.6%。该危险分层模型提示无论CEBPA是单位点突变还是双位点突变，只要伴有CD7阳性均提示预后极佳；而CEBPA双位点突变患者若CD7阴性则可能归于中危组，而不再是低危组，其OS和DFS显著低于CD7^+^伴CEBPA突变组。由于本研究为单中心回顾性研究，分组后有部分组别病例数偏少，可能存在数据偏差，仍需要更多的临床数据进一步验证并明确两者相互调控的机制。

综上所述，我们发现CEBPA突变与CD7的表达存在一定的相关性。在CEBPA野生型组中CD7^+^提示低CR率、高复发率，但OS和DFS差异无统计学意义；而在CEBPA突变组中CD7表达与否与CR率及复发率无关，但CD7^+^可预示更长的OS和DFS时间。根据CD7的表达情况和CEBPA突变与否建立了新的危险分层模型，显示出较好的预后分层价值，但仍需要进一步进行前瞻性研究验证其临床意义，以期更好地指导临床个体化治疗，改善患者预后。此外，CEBPA与CD7阳性表达之间相互负调控机制仍需进一步研究探讨。
